Raskere svar pa mikrobiologisk

vannkvalitet

Prosjekt: Badevann i Baarum

Av Ingunn Dale Samset

Innledning
Om sommeren fylles badestrendene

av ivrige badeturister. Hva er vel
bedre enn en avkjglende dukkert pa en
varm sommerdag? Landet vart er rikt
pé kyststrekninger, innsjger og vass-
drag som ligger vel til rette for bading.
En del omrader mottar imidlertid
lokale utslipp av avlgpsvann fra
omliggende bebyggelse, industri eller
jordbruk. Slike pévirkninger kan gi
bade direkte synlige forurensninger,
gkt neringstilfgrsel som kan fgre til
f.eks. algeoppblomstring, samt mulig
overfgring av smittsomme sykdom-
mer. Den bakteriologiske kvaliteten
av badevann pévirkes ogsa i hgy grad
av ytre faktorer som nedbgr, temper-
atur, flo/fjere, vind- og strgmforhold.

Det medfgrer en viss helserisiko &
bade eller drive aktiviteter i bade sjg-
vann og ferskvann. Det er vist at
risikoen for 4 bli syk ved bading i for-
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urenset vann gker med gkende inn-
hold av tarmbakterier i vannet (1, 2, 3,
4). Helsemyndighetene stiller derfor
hygieniske krav til badevannskva-
liteten, bl.a. for & hindre sykdoms-
overfgring ved bading. Den mikrobi-
ologiske vannkvaliteten overvékes i
dag ved 4 bestemme mengden indika-
tororganismer. Som analyseparametre
for badevannskvalitet males termotol-
erante koliforme bakterier (TKB),
under gitte forhold supplert med
fekale streptokokker. Det er bak-
teriegrupper som normalt forekommer
i stort antall i tarmkanalen hos men-
nesker og varmblodige dyr. Indikator-
bakteriene er som oftest ikke selv
sykdomsfremkallende, men nér disse
bakteriene forekommer i vannet indi-
kerer de at vannet er forurenset og
derfor kan inneholde sykdomsfrem-
kallende mikroorganismer.

Tabell 1. Normer for bakteriologisk badevannskvalitet utarbeidet av Folkehelsa (5).

Mikrobiologisk parameter | God

Mindre god | Ikke akseptabel|Anbefalt prgvetaks-

hyppighet, minimum

Termotolerante koliforme | < 100
bakterier / 100ml

100-1000

> 1000 En gang pr. uke
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Folkehelsa har utarbeidet normer for
hva som er god, mindre god, og ikke
akseptabel badevannskvalitet. Norm-
ene for vannkvaliteten ved friluftsbad
er gitt i tabell 1 (5).

Analysering av badevannet har flere
malsetninger (5):

* Vurdere den hygieniske vannkva-
liteten ved et friluftsbad over lengre
tid (basert pé de siste 1-2 drs analyse-
resultater med minst 10 ulike prgve-
takinger spredd over hver badesesong)
» Avslgre forurensningsepisoder og
kartlegge arsaken til kvalitets-
forringelsen, for dermed & kunne
redusere risikoen for nye episoder

e Varsle publikum om badevannets
kvalitet

Tradisjonelle analysemetoder for ter-
motolerante koliforme bakterier kre-
ver ett dggn (Norsk Standard NS
4792, l.utg. 1990). Disse metodene
egner seg godt til & dokumentere hvor-
dan badevannskvaliteten har vert.
Derimot fungerer de dérlig som
metode for & kunne varsle publikum
nar badevannet er forurenset. Nér
analyseresultatene foreligger har all-
mennheten allerede blitt utsatt for
risikoen. Ettersom forurensnings-
episoder kommer og gér, er det mulig
at badestrender er stengt lengre enn
ngdvendig fordi det ogsa tar ett dggn &
f4 vite om badevannskvaliteten er god
igjen. Derfor er det et behov for
analysemetoder som er raskere enn de
tradisjonelle metodene.

Malsetting

Colifast AS har jobbet med & utvikle
hurtige metoder for pavisning av
bakterier i vann. Metodene skal vare
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like sensitive og spesifikke som stan-
dard metodene, og de skal veare
raskere. I dette prosjektet har malset-
tingen veert & finne ut om Colifast
teknologien kan brukes til & analysere
badevann pad et MPN format (se
nedenfor).

Strategi

Hvordan skulle vi s gé frem for best
4 kunne finne ut om Colifast teknolo-
gien kan brukes til analysering av
badevann? Det fgrste skrittet var a ta
kontakt med Kontor for miljgrettet
helsevern i Ba&rum kommune for &
finne ut hvordan analysering av bade-
vann blir gjort per i dag. Vi fikk vare
med ut en dag kommunen skulle hente
badevannsprgver, og lerte hvor viktig
det er at prgven blir tatt der vannet er
mest mulig representativt for hele
badeplassen. Prgvene bgr taes i de frie
vannmasser, hvor vanndybden er
minst 1 meter, og minst et par meter
fra strandkanten. Prgvetakingen bgr
forega tidligst mulig pd morgenen, da
bakterieinnholdet fra en eventuell
kloakkpavirkning vil vare stgrst da,
siden sollys er vist & ha noe gde-
leggende effekt pa tambakterier. En
nermere beskrivelse av bakteriologisk
provetaking er gitt i Norsk Standard
NS 4789, 1.utg 1990. Det neste skrit-
tet var & samle masse badevanns-
prover i lgpet av sommeren og analy-
sere med Colifast teknologien. Disse
resultatene skulle sé bli sammenlignet
med den tradisjonelle membranfilter-
metoden analysert bade internt hos
Colifast AS og eksternt hos Narings-
middeltilsynet i Asker og Ba&rum.
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Hva er Colifast
teknologien ?

Colifast AS har utviklet en teknologi
for analysering av bakterier i forskjel-
lige typer vann som, ferskvann i
innsjg og elv, sjgvann, drikkevann
(ravann og renvann m.v.), flaskevann
og prosessvann. Teknologien kan
pévise koliforme og termotolerante
koliforme bakterier i vannprgver, samt
heterotrofe bakterier og Pseudomonas
aeruginosa. Colifast metoden kombi-
nerer et selektivt vekstmedium med et
automatisert analyseapparat. Vekst-
mediet for koliforme og termotoler-
ante koliforme bakterier inneholder et
fluorogent substrat som fluorescerer
etter hydrolyse av et enzym (B-galak-
tosidase) som finnes i disse bakteriene
(se Figur 1).

De to gruppene koliforme og termo-
tolerante koliforme bakterier skilles
ved forskjellig inkubasjonstemperatur
i analyseapparatet, hhv. 37 og 44 °C.
Inhibitorer i mediet hindrer vekst av
andre bakterier. Fluorescensen som
blir produsert i hydrolysereaksjonen,
maéles av analyseapparatet. @kning i

10000 R S—

fluorescens betyr tilstedeverelse av
koliforme/termotolerante koliforme
bakterier, og dess flere bakterier det er
i vannprgven, dess tidligere ser man
en utvikling av fluorescens. Det tar
2-12 timer & fa analyseresultatene
med Colifast metoden, avhengig av
mengde bakterier tilstede og analyse-
format (TTD, hydrolyse) (6).

MPN format

MPN (most probable number = mest
sannsynlige antall bakterier) format er
en méte & kvantifisere bakterier som
vokser i flytende media pad. Vann-
proven distribueres da pa flere rgr som
inneholder vekstmedium, for eks-
empel 10 x 10ml. Ved 4 telle antall rgr
som gir positiv reaksjon pa bakterier,
kan man utfra en statistisk utregnet
tabell finne en MPN verdi pa hvor
mange bakterier det var i vannprgven.
I tabell 9221.111 i Standard Methods
(7) er vist MPN verdier for 10 x 10ml
prgve som rangerer fra 1,1-23,0
cfu/100ml. Dersom man analyserer 10
x 1ml prgve gir dette et deteksjonsom-
rdde pa 11-230 cfu/100ml, og 10 x
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Figur 1. Colifast-teknologien for pavisning av koliforme og termotolerante koliforme
bakterier i vann, er basert pd en enzymatisk reaksjon hvor substratet blir hydrolysert av
(8-D-galaktosidase og et fluorescerende produkt blir dannet (4-methylumbelliferone).
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0.1ml vil gi et resultat i omradet 110-
2300 cfu/100ml. Dermed kan 10 x
Iml formatet fortelle om vann kvali-
teten er god (<100 TKB/100ml) eller
mindre god (100-1000 TKB/100ml),
og 10 x 0.1ml formatet kan skille mel-
lom god/mindre god (<1000 TKB-
/100ml) og ikke akseptabel (>1000
TKB/100ml) badevannskvalitet.

Badevannsprosjekt i
Baerum

Sommeren 2000 ble det gjennomfgrt
et badevannsprosjekt hos Colifast
hvor badevann i Baeerum ble analysert
for innhold av termotolerante koli-
forme bakterier (TKB). Til sammen
56 vannprgver fra 8 forskjellige steder
ble undersgkt, hvorav de fleste vann-
provene var fra strender pa Kadett-
angen og Kalvgya (Nord/Sommer-
klubben (N), Batbukta (SV) og Stor-
bukta/Badebukta (S)). Prgvene ble tatt
minst en gang i uka. Kontor for
miljgrettet helsevern i Berum kom-
mune har ansvar for & kontrollere
kvaliteten pa badevannet. Hver tors-
dag morgen i badesesongen tar de ut
6-12 badevannsprgver som leveres til
Neringsmiddeltilsynet i Asker og
B®rum for analysering. Dette ble
gjort i perioden 18.5 — 3.8 sommeren
2000. I uke 27-31 ble det gjennomfgrt
et samarbeidsprosjekt med Colifast
AS. Berum kommune hentet da vann
12 parallelle flasker hvorav en ble lev-
ert til Neringsmiddeltilsynet i Asker
og Berum (NMT) og den andre til
Colifast AS. Vannprgvene ble analy-
sert med tradisjonell membranfilter-
metode for termotolerante koliforme
bakterier (mFC) i 3 paralleller internt

VANN-4-2000

hos Colifast og i 1-2 paralleller hos
NMT. I tillegg ble vannprgvene analy-
sert med et MPN format pa Colifast
Analyser apparatet. I uke 25-26 og
uke 34-35 ble ekstra vannprgver hen-
tet og analysert av Colifast for & samle
mer data. Vann fra samme flaske ble
testet parallelt pa Colifast Analyser og
tradisjonell ~ membranfiltermetode
(mFC) internt. Alle vannprgvene ble
analysert ved 44°C biade med
Colifast-metoden og standardmeto-
den.

Colifast MPN-metoden
sammenlignet med
standard metoden
malt internt

Det var god overensstemmelse mel-
lom MPN-verdiene malt med Colifast
Analyser instrumentet og antall bak-
terier analysert med standardmetoden
(mFC). Colifast-metoden pd MPN-
format ga resultat etter 8-12 timer,
mens standardmetoden trengte 18-24
timer fgr analyseresultatene var klare.
Alle prgver som inneholdt mer enn
100 TKB/100ml viste dette etter 8
timer med Colifast MPN-metoden.
Lavere nivaer ga svar etter 10 timer
som ble bekreftet etter 12 timer.
Trenden for badevannskvaliteten gjen-
nom sommeren ved fire av badestren-
dene som ble undersgkt er vist i Figur
2.

Av Figur 2 ser man at trenden for
badevannskvaliteten malt med Coli-
fast MPN-metoden fglger trenden
malt med standardmetoden internt.
89% av prgvene (n=56 prgver) testet
med 10 x 1ml MPN viste overens-
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Figur 2. Innhold av termotolerante koliforme bakterier (TKB) i badevannsprover fra A)
Kalvpya Storebukta/Badebukta, B) Kalvgya Bdtbukta, C) Kalvgya Nord/Sommerkiubben
og D) Kadettangen i Berum. Alle prgvene ble analysert internt hos Colifast med tradis-
Jjonell membranfilter metode, mFC (stiplet linje --®--) og med Colifast MPN metoden

(heltrukken linje

___m___ ). Normene for badevanns kvalitet er god (<100 TKB/100ml),

mindre god (100-1000 TKB/100ml) og ikke akseptabel (>1000 TKB/100ml).

stemmelse mellom de to metodene om
nér kvaliteten pa vannet var god (<100
TKB/100ml) eller mindre god (100-
1000 TKB/100ml). De resterende
11% av prgvene hadde et avvik pa
maksimum + 50 TKB i forhold til
grensen pa 100 TKB/100ml. Av resul-
tatene malt med 10 x 0,1ml MPN-for-
matet, som skulle skille mellom
god/mindre god (<1000 TKB/100ml)
og ikke akseptabel (>1000 TKB/-
100ml) badevannskvalitet (n=18
prgver), var det 78% overensstem-
melse med standardmetoden maélt
internt. To av de mest avvikende
prgvene viste 700 TKB med Colifast-
metoden, mens standardmetoden ga
mer enn 1000 TKB. Dermed kan man

334

si at dersom Colifast-metoden gir
1000 +/- 300 TKB/100ml, er bade-
vannskvaliteten pa grensen til & vare
uakseptabel, og dermed er det ikke
tilradelig & bade.

Colifast MPN-metoden
sammenlignet med
Naeringsmiddel-
tilsynets resultater

I lgpet av uke 27-31 ble bade-
vannsprgver hentet av Barum kom-
mune i to flasker, hvorav en ble levert
til Neringsmiddeltilsynet i Asker og
Barum (NMT) og den andre til
Colifast AS. NMT analyserte vann-
prgvene pa tradisjonell membranfil-

VANN-4-2000
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Figur 3. Innhold av termotolerante koliforme bakterier (TKB) i badevannsprgver fra
Kadettangen (Kt), Kalvgya Nord/Sommerklubben (K¢-N), Kalvgya Bitbukta (Kg-SV) og
Kalvgya Storebukta/Badebukta (Kp-S). Alle prgvene ble analysert med tradisjonell mem-
branfilter metode hos Neeringsmiddeltilsynet i Asker og Baerum (stiplet linje --A--) og
med Colifast MPN-metoden (heltrukken linje ___B___ ). Normene for badevanns kvalitet
er god (<100 TKB/100ml), mindre god (100-1000 TKB/I100ml) og ikke akseptabel

(>1000 TKB/100ml)

termetode, og disse resultatene er vist
sammen med Colifast MPN-resultater
1 Figur 3.

Resultatene mélt med Colifast MPN-
metoden stemte bra overens med
NMT sine resultater, med en overens-
stemmelse pa 84% (n=19 prgver) i
forhold til grenseverdiene pa 100 og
1000 TKB/100ml. De 3 avvikende
resultatene var innenfor 100 + 40 og
1000 + 20 TKB/100ml, og dette er
ikke stgrre forskjell enn at det kan
forklares med tilfeldig spredning av
bakterier i de to separate vannflas-
kene.

Konklusjon

Colifast sin hurtige teknologi for
deteksjon av termotolerante koliforme
bakterier (TKB) i vann ble sammen-
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lignet med den tradisjonelle mem-
branfiltermetoden (mFC) for bade-
vannsprgver analysert i Berum som-
meren 2000. Colifast MPN-metoden
ga svar pa analyseresultatene etter
8-12 timer, mens standardmetoden
trenger 18-24 timer fgr svaret kan
leses av. Alle prgver som inneholdt
mer enn 100 TKB/100ml viste dette
etter 8 timer med Colifast MPN-
metoden. MPN verdier mélt med
Colifast analyseapparatet viste god
korrelasjon med standardmetoden.
Resultatene viste at det var hhv. 89%
og 78% overensstemmelse om bade-
vannskvaliteten for de to MPN-for-
matene (10 x 1ml og 10 x 0,1ml) sam-
menlignet med standardmetoden malt
internt. Colifast-metoden kan gi svar
pé om badevannet inneholder mer enn
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100 TKB/100ml (grensen for god-
/mindre god) i lgpet av arbeidsdagen,
og dermed kan badegjester som gns-
ker en ettermiddags dukkert bli advart
dersom innholdet av TKB er hgyt og
det er helserisiko ved a bade. Colifast-
teknologien har vist seg a gi gode
resultater pa kvantifisering av TKB i
badevann ved & benytte et MPN-for-
mat. Denne metoden kan ogsa brukes
pa andre typer vann som for eksempel
ravann til vannverk.

Takk til Kontor for miljgrettet helsev-
ern i Berum Kommune ved Rune Skatt
for hyggelig samarbeid med opp-
leering i provetaking av badevann og
levering av vannprgver. Takk til
Neringsmiddeltilsynet i Asker og
Bearum for at vi fikk sammenligne
vdre resultater med deres. Takk ogsd
til Colifast FoU avdeling og andre
som har hjulpet til med prosjektet.
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